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(S) Promoteurs d'histone. 

@ 1) Gene chimere pour conferer aux plantes 
une tolerance accrue vis a vis d'un herbicide. 

2) II comprend, dans le sens de la transcrip- 
tion, une zone promotrice, une zone peptide de 
transit,une sequence codant pour la tolerance 
au gtyphosate et une zone signal de polyadeny- 
lation.caracterise en ce que la zone promotrice 
est constitute d'au moins un promoteur d'un 
gene vegetal d'histone permettant ('expression 
de la proteine de tolerance herbicide dans les 
zones d'accumulation du glyphosate. 

3) production de plantes tolerantes au gly- 
phosate. 
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La presente invention concern e oe nouveaux pn> 
moteurs.de nouveaux genes chime res ies contenant 
et leur utilisation dans Ies plantes pour leur conferer 
une tolerance accrue a des herbicides .Elle concerne 
egalement Ies cellules vegetales transformees a s 
I'aide de ces genes et Ies plantes transformees rege- 
nerees & partir de ces cellules ainsi que Ies plantes is- 
sues de croisements utilisant ces plantes trans- 
formees. 

Le glyphosate ,le sulfosate ou la fosametine sont 10 
des herbicides systemiques £ large spectre de la fa- 
mine des phosphonomethylglycines.lis agissent es- 
sentieliement comme inhibrteurs compeiiiifs de la 5- 
enol pyruvylsr)ikimate-3-phosphate synthase (EC 
2.5.1.19) ou EPSPS vis a vis du PE? (pnosphoenol- 15 
pyruvate}. Apres leur application sur la piante.iis sont 
vehicuies dans la olante ou ils s'accumulent dans Ies 
parties a croissance raoide. notamment ies apex cau- 
linaires et racinaires.provoquant ''alteration juscu'a la 
destruction des plantes sensibles. 2C 

L'EPSPS piastidiaie. cibie princioaie oe ces pro- 
duits es: une enzyme de la voie de biosyrrthese oes 
acides amines aromatiques.qui est codee par un ou 
des genes nucleates et synthetisee sous forme d'un 
precurseur cytoplasmique puis importee dans ies 25 
plastes ou elle s'accumule sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au glyphosate et aux 
produits de la famille est obtenue par introduction sta- 
ble dans leur genome d'un gene d'EPSPS d'origine 
vegetal e ou bacterienne mutee ou non quant aux ca- 30 
racteristiques d'inhibition par le glyphosate du produit 
de ce gene.Etant donne le mode d'action du glypho- 
sate. il est interessant de pouvoir exprimer le produit 
de la traduction de ce gene de facon a permettre son 
accumulation importante dans Ies plastes. 35 

li est connu,par exemple d'apres le brevet ameri- 
cain 4 535 060.de conferer a une plante une tolerance 
a un herbicide du type ci-dessus.en particulier la N- 
phosphonomethylglycine ou glyphosate, par introduc- 
tion dans le genome des plantes d'un gene codant 40 
pour une EPSPS portant au moins une mutation ren- 
dant cette enzyme plus resistante a son inhibiteur 
competitiffle glyphosate). apres localisation de ('enzy- 
me dans le compartiment plastidial.Ces techniques 
demandent cependant & etre ameiiorees pour obtenir 45 
une plus grand e fiabilite dans I'emploi de ces plantes 
en conditions agronomiques. 

Dans la presente description.on entend par "plan- 
te" tout organ isme multicellular drfferencie capable 
de photosynthese et par "cellule vegetale" toute eel- so 
lule issue d'une plante et pouvant constituer des tis- 
sus indifferencies tels que des cals ou des tissus 
drfferenctes tels que des embryons ou des parties de 
plantes des plantes ou des semences. 

La presente invention a pour objet la production 55 
de plantes transformees ayant une tolerance accrue 
aux herbicides en general et particulierement a ceux 
de la famille des phosphonomethylglycines par rege- 



neration ae celiuies transformees a I aide de nou- 
veaux genes chimeres com portant un gene de tole- 
rance a ces herbicides.L' invention concerne ega- 
lement ces nouveaux genes chimeres ainsi que des 
plantes transformees plus tolerantes en raison d'une 
meilleure tolerance des parties a croissance rapide 
ainsi que Ies plantes issues de croisements utilisant 
ces plantes transformees. Elle a egalement pour objet 
de nouveaux promoteurs pour la construction des ge- 
nes chimeres ci-dessus. 

Plus particulierement I'invention a pour objet un 
gene chimere pour conferer aux plantes une toleran- 
ce accrue vis a vis d'un herbicide ayant pour cibte 
rEPSPS.comprenantdans le sens de la transcription, 
une zone promotrice.une zone peptide ae transit.une 
sequence codant pour une enzyme de tolerance au 
glyphosate ei une zone signal de poiyadenylation.ca- 
racterise en ce que la zone promotrice est constitute 
d au moins un fragment d f un promoteur d un gene 
d'histcne vegetal penmettant Texpressior preferer- 
tielie ae ia proteine ae tolerance nersicide cans ies 
zones d" accumulation au giypnosate. 

Le gene d'histone provient d'une pi ante monodi- 
cotyledone telle que par exemple ie Die. ie maTs ou ie 
riz ou de preference d'une plante dicotyiedone telle 
que par exemple la luzeme.le toumesol.le soja.le 
colza ou de preference Arabidopsis thaliana . Cf Plant 
Mol. Biol. Vol 8, 1987 p 179-191 Chaboute etal. 

On utilise de preference un gene d'histone du 
type H3 ou de preference H4 ( seuls ou sous une forme 
multiple, en particulier double. 

La zone promotrice du gene chimere selon I'in- 
vention peut comprendre en outre avantageusement 
au moins un fragment d'un promoteur d'un gene s'ex- 
primant natureltement dans Ies plantes e'est a 
dire, par exemple une promoteur d'origine virale tel 
que le promoteur de TARN 35S du virus de la mosan 
que du choux fleur (CaMv35S) ou d'origine vegetale 
tels que la petite sous unite du gene de ia ribulose-1 ,5- 
bisphosphate carboxylase(RuBisCO) d'une culture 
comme par exemple le ma is ou le tournesol. 

La zone peptide de transit comprend.dans le 
sens de la transcription, au moins un peptide de tran- 
sit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a loca- 
lisation piastidiaie. une partie de sequence de la 
partie mature N terminate d'un gene vegetal codant 
pour une enzyme a localisation plastidiale.puis un se- 
cond peptide de transit d'un gene vegetal codant pour 
une enzyme a localisation plastidiale.de preference le 
gene de la RuBisCO 

Les peptides de transit ci-dessus utilisables dans 
la zone de peptide de transit peuvent etre en soi 
conn us. d'origine vegetale, par exemple issus de mais, 
de tournesol, de pois. de tabac ou autres.Le premier 
et le second peptide de transit peuvent etre identh 
ques. analogues ou differents.lls peuvent en outre 
comprendre chacun une ou plusieurs unites peptide 
de transit. 
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La partie de sequence de la parte mature N ter- 
minate est issue d'un gene vegetal codant pour une 
enzyme a localisation plastidiale, comme par exem- 
pie un gene de mais.de tournesol.de pois ou au- 
tres.f'espece vegetale d'origine pouvant etre s 
identique.analogue ou diffe rente de celle dont sont is- 
sus respectivement le premier et le second peptide de 
transit.Par ailleurs la partie de sequence de la partie 
mature peut comprendre un nombre variable d'acides 
amines.generalement de 1 5 a 40.de preference de 1 8 10 
6 33. 

La construction de lensemble de la zone de pep- 
tide de transit peut etre de maniere en soi connue.no- 
tamment par fusior ou tout autre moyen convena- 
bte.Cette zone caracteristique a comme roie de per- 15 
mettre le reiargage d'une proteine mature avec une 
efficaciie maximal e.ce preference sous forme native. 

La sequence cotiame pour is tolerance herbicide 
utilisabie dans ie gene chimere seion "invention code 
pour une EP5PS mutee ayan: un aegre de tolerance 2C 
au giyphcsaie. Gene seouence ooienue noianmen: 
par mutation at gene EPSPS peut etre d'origine bac- 
terienne. oar exempie issu de Salmonella typhymu- . 
hum (et nommee aans la suite "gene AroA"). ou 
vegetale, par exempie de petunia ou de tomate. Cette 25 
sequence peut comprendre une ou plusieurs muta- 
tions, par exempie la mutation Pro. 101 en Ser. ou en- 
core les mutations Giy 96 en Ala. 

La zone signal de polyadenylation.non traduite 
en 3' du gene chimere selon ('invention peut etre d'ori- 30 
gine quelconque.par exempie bacterienne telle que 
celle du gene de nopaline synthase.ou vegetale telle 
que celle de la petite sous unite de la RuBisCO du 
mals ou du toumesol. 

Le gene chimere selon I'invention peut compren- 35 
dre, en plus des parties essentielles ci-dessus, une 
zone intermediate non traduite(linker) entre la zone 
promotrice et la sequence codante et qui peut etre 
d'origine quelconque .bacterienne.virale ou vegetale. 

40 

EXEMPLE 1:C0NSTRUCTI0N D'UN GENE 
CHIMERE : 

On effectue la construction d'un gene chimere se- 
lon ('invention a partir des elements: 45 

1) Promoteunon isole ie promoteur a partir dun 
clone respectivement d'histone H4 A777 et d'his- 
tone H4 A748 d' Arabidopsis thaliana race Stras- 
bourg decrits par Chaboute(these de I'Universite 

de Strasbourg 1987 et PLant Mol. Biol. Vol 8. so 
1987 p 179-191). Ces promoteurs. comprenant 
environ 1kpb entre les sites Xhol utilises pour 
I'isoler.sont utilises tels que ou sous forme dupli- 
quee ou fusionnee avec un promoteur de 
CaMV35S seul ou double.c'est a dire dont une 55 
partie a ete dupliquee. 

2) Zone de transfere es deux peptides de transit 
ainsi que les elements de proteines matures uti- 



lises proviennent de I'AONc clone de la petite 
sous unite de la RuBisCO de mats correspondant 
au gene decrit par Lebrun et al (1987) et de 
I'ADNc clone de la petite sous unite de la RuBis- 
CO de tournesol isole par Waksman et al - 
(1987).PIus precisement.la zone de transfert 
comprend.dans le sens de la traduction: 

- un peptide de transit de la petite sous unite 
de la RuBisCO de toumesol. 

- une sequence de 22 acides amines de la 
partie mature N terminate de de la petite sous 
unite de la RuBisCO de mals. 

- un peptide de transit de la petite sous unite 
de la RuBisCO de mats. 

D autres genes analogues peuvent contenir res- 
pectivement des sequences de 10 a 40 et de prefe- 
rence de 18 et 33 acides amines. 

Afir. de foumir un element comparatif.une autre 
construction a ete effectuee contenant.dans le sens 
de ia transcripticr. "promoteur double CaMV35S/pep- 
tide de transit de ia PSU de ta RuBisCO ae tourne- 
soi/sequence N terminale de 22 acides amines de la 
PSU de la RuBisCO de maTs/peptide de transit de la 
PSU de ia RuBisCO de mais/gene AroA/nos"(pRPA- 
BL410). 

3) Gene de structure d provient du gene mute(Pro 
101 en Ser) deTEPSPS de Salmonella typhymu- 
rium isole par Stalker et al (1985).Le clone 
pMG34-2(fourni par Calgene)a et6 linearise par 
Xbal puis traite a la nuclease de Vigna radiata - 
.Apres recoupure par Smal les deux extremites 
tranches ont ete ligaturees.Le clone obtenu pos- 
sede un site Ncol sur I'ATG initiateur ainsi qu'un 
site Sail a 17pb en aval du codon stop.Ce clone 
a ete nomme pRPA-BL 104. 

4) Zone signal de polyadenylation: le fragment 
provient du gene de la nopaline synthase de 
pTi37 (Bevan et al ,1983).Ce site est contenu 
dans un fragment Mbol de 260pb(Fraley et 
al, 1983; demand e de brevet PCT 84/0291 3) qui a 
ete traite par la polymerase de Klenow et clone 
dans le site Smal de M13 mp 18 pour introduire 
des sites BamHI et EcoRI respectivement aux ex- 
tremites 5' et 3'. 

Aprds coupure par BamHI et traitement a la nu- 
clease de Vigna radiata puis coupure EcoRI et traite- 
ment par la polymerase de Klenowje fragment 
resultant a ete introduit dans le vecteur p-BL 20(cf de- 
mande de brevet francais 88/04130) coupe par Xbal 
et BamHI traites a la polymerase de Klenow. Apres re- 
coupure par Sail et Sstl.on obtient un fragment d'en- 
viron 0.4kpb contenant la sequence nos 3' du cdte du 
site Sal I et la bordure droite de I'ADN-T du cdte du 
site Sstl. 

L'assemblage de tous ces elements a ete effec- 
tue de la facon suivante: 
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Fusion" peptide de transit de la PSU de ia 
RuBisCO de maTs/gene AroA': 

Le peptide de transit de la PSU du g6ne de la Ru- 
BisCO de maTs provient d'un fragment EcoRI-Sphl de 
192pb issu de I'ADNc correspondant au gene de la 
PSU du gene de la RuBisCO de maTs f d6crit par Le- 
brun et al(1987),poss6dant un site Ncol recouvrant le 
codon initiateur de la traduction et un site Sphl corres- 
pondant au site de cf rvage du peptide de transit 

Par traitement de rextremite Sphl avec la polyme- 
rase du bacteriophage T4 et en la ligaturant avec rex- 
tremite Ncol.traitee & la polymerase de KJenow.du 
gene AroA de pRPA-BL 104 recoupe EcoRl.on ob- 
tient ta fusion traductionelle entre le peptide de transit 
de maTs et le gene de I'EPSPS bacterienne. 

Fusion peptide de trans itde la PSU de la RuBisCO 
de maTs/seouence de 22 acides amines de ia partie 
mature du gene de maTs/ gene AroA: 

De facon simiiaire un fragment EcoRI-Hindll de 
228bp de I'ADNc de la PSU du gene de la RuBisCO 
de mats est ligature avec rextremite Ncol traitee a ia 
polymerase de Klenow du gene AroA de pRPA-BL 
104 et recoup^ par EcoRI. On obtient une fusion tra- 
ductionnelle entre le peptide de transit de la PSU de 
la RuBisCO de mafejes 22 acides amines de la partie 
mature de la PSU de la RuBisCO de maTs et le g&ne 
de I'EPSPS bacterienne. 

Peptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
toumesol: 

Le fragment est issu de I'ADNc isoie par Waks- 
man et Freyssinet(1987). Un site Sphl a 6t6 cr66 se- 
lon la methode de Zoller et Smith (1984) au site de 
clivage du peptide de transiLLe peptide de transit de 
la PSU de ta RuBisCO de toumesol ainsi obtenu est 
un fragment EcoRI-Sphl de 171 pb. 

Fusion peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de toumesol/sequence de 22 acides amines de la 
partie mature de la PSU de la RuBisCO de 
maTs/ gene AroA: 

La construction contenant la fusion peptide de 
transit de la PSU de la RuBisCO de mats/sequence 
de 22 acides amines de la PSU de la RuBisCO de 
maTs a 6te couple par EcoRI-Sphl puis mis en ligation 
avec le fragment EcoRI-Sphl de 171 pb correspon- 
dant au peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de toumesol. Une construction resultante pr6sente 
une substitution des fragments EcoRI-Sphl et est une 
fusion traductionnelle "peptide de transit de la PSU de 
la RuBisCO de toumesol/sequence de 22 acides ami- 
nes de la PSU de la RuBisCO de maTs/gene AroA. 

Le fragment EcoRI-Sall a 6t6 ligature avec le 



fragment Sall-Sstl contenantia sequence nos 3' et la 
bordure droite de PADN-T. Le fragment EcoRI-Sstl re- 
sultant comprenanfpeptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de toumesol/sequence de 22 acides ami- 

5 n6s de la PSU de la RuBisCO de maTs/gene AroA/nos 
37Bordure droite ADN-T" est substitue au fragment 
EcoRI-Sstl contenant la bordure droite de I'ADN-T du 
plasmide 150 A alpha 2 contenant le promoteur dou- 
ble CaMV. La fusion transcriptionelle "double 

10 CaMV/peptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
toumesol/sequence de 22 acides amines de ia PSU 
de ta RuBisCO de maTs/gene AroA/nos 3' dans le vec- 
teur 150 A alpha 2 a ete nomine pRPA-BL 294. 

15 Fusion'peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de toumesol/sequence de 22 acides amines de la 
. PSU de Is RuBisCO de maTs/peptide de transit de 
la PSU de la RuBisCO de maTs/gene AroA": 

2C La construction ci-dessus est couoee par Ncol- 

Hindlll lib£rant ie gene AroA.Puis elie est mise en le- 
gation avec un fragment Ncol-hmc Hi ae '.5kDD 
contenant la fusion"peptide de transit de la PSU ae ia 
RuBisCO de maTs/gene AroA".Une construction re- 

25 sultante presente une substitution oes fragments 
Ncol-Hindlll et est une fusion traductionelle "peptide 
de transit de la PSU de la RuBisCO de toumesol/se- 
quence de 22 acides amines de la PSU de la RuBis- 
CO de maTs/peptide de transit de la PSU de la 

30 RuBisCO de maTs/gene AroA". 

Le fragment EcoRI-Sall a ete ligature avec le 
fragment Sall-Sstl contenantia sequence nos 3' et la 
bordure droite de I'ADN-T.Le fragment EcoRI-Sstl re- 
sultant comprenanfpeptide de transit de la PSU de la 

35 RuBisCO de toumesol/sequence de 22 acides ami- 
nes de la PSU de la RuBisCO de maTs/peptide de 
transit de la PSU de RuBisCO de maTs/gene AroA/nos 
37Bordure droite ADN-T" est substitue au fragment 
EcoRI-Sstl contenant la bordure droite de PADN-T du 

40 plasmide 1 50 A alpha 2 contenant le promoteur dou- 
ble CaMV. La fusion transcriptionelle "double 
CaMV/peptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
toumesol/sequence de 22 acides aminesde la PSU 
de la RuBisCO de maTs/peptide de transit de la PSU 

45 de la RuBisCO de maTs/gene AroA/nos 3' dans le vec- 
teur 150 A alpha 2 a 6t6 nomm6 pRPA-BL 410. 

Toutes les constructions ont ete obtenues par 
substitution de la zone promotrice double CaMV de la 
construction pRPA-BL410 obtenue ci dessus,coup6e 

so en EcoRI-Hindlll par un fragment Hindlll-EcoRI 
contenant les differents elements de promoteurs sui- 
vants: 

A) Promoteur d'histone simple H4 A748 : 

55 

Un fragment Xhol-Xhol d'environ 1 kpb contenant 
le promoteur d'histone H4 748 d' Arabidopsis thaliana 
cf PLant Mot.Biol. Vol. 8 ? 1987 p 179-191 a 6t6 liga- 
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ture avec pUC 19 coupe par Sail. Ce done a ensurte 
ete coupe par Xbal traite d la polymerase de Klenow 
et EcoRI traite d la polymerase de Klenow puis liga- 
ture en condition favorisant la recircularisation.Le 
fragment Hindlll-EcoRI contenant le promoteur histo- 
ne a ete substitue au fragment Hind lll-EcoRI conte- 
nant le promoteur double CaMV de pRPA-BL 410. 

Le clone resultant contienfpromoteur d'histone 
H4/peptide de transit de fa PSU de la RuBisCO de 
toumesol/sequence de 22 acides amines de la PSU 
de la RuBisCO de maTs/peptide de transit de la PSU 
de la RuBisCO de maTs/gene ArcA/nos" et a ete nom- 
me pRPA-BL 498. 

B) Promoteur d'histone simple H4 777 

Un fragment Xhol de 1 kpb environ contenant 
I'ensemble des regions 5' proximaie du gene d'histo- 
ne H4 777 d' Arabidopsis tnaiiana cf Plant MoLBioi. 
Vo!.6. 19£7p 179-191 a ete clone a u site Saiidu plas- 
mide pUC 19 dans une orientation teiie aue tes sites 
du potyimker de pUC 19 de Xbal a EcoRI sort situes 
en aval du site d'initiation de ia transcription. 

Fusion zone de transit de PSU de RuBisCO de 
toumesol/AroA 

Un fragment EcoRI - Hinc II de I'ADNc de la PSU 
de RuBisCO de tournesol isole par Waksman et 
Freyssinet (1987) codant pour le peptide de transit et 
30 acides amines de la proteine mature a ete clone 
aux sites EcoRI et Sma I de pUC 18. 

Un fragment EcoRI-Xbal a ete isole et insere en 
amont du gene AroA de pMG 34-2 (foumi par Calge- 
ne) aux sites EcoRI et Xbal. Afin de mettre en phase 
les 2 regions codantes, ('insert EcoRI-Hind III de ce 
clone a ete insere dans M13 mp19 aux sites EcoRI et 
Hind 111. 

La forme replicatrve de I'ADN de ce clone a ete li- 
nearise par Xbal puis traite par la nuclease de Vigna 
radiata . Apres ligation dans des conditions favorisant 
la recircularisation et transformation, I'ADN de cer- 
tains clones a ete analyse par sequencage. Un des 
clones obtenu realise une fusion traductionnelle entre 
I'element de PSU de RuBisCO et le fragment AroA, le 
codon initiateur ATG de ce dernier etant perdu. La se- 
quence de la jonction entre ces deux elements est la 
suivante : 

GAC GGGGATCCGGAA 
PSU Linker AroA. 

Cette fusion comporte done dans le sens de la 
traduction : peptide de transit de la PSU de RuBisCO 
de tournesol/30 acides amines de la partie mature de 
la PSU de RuBisCO de tournesoI/3 acides amines 
correspondant au linker intermediaire/AroA. 



Construction de pRPA - BL - 240 

Le plasmide comprenant le promoteur du gene 
histone H4 777 decrit ci-dessus a ete coupe par Xbal, 
5 traite par la polymerase de Klenow et le fragment re- 
sultant de la recoupure par Hind III, isole. Le plasmide 
contenant la fusion peptide de transit de tournesol- 
/AroA decrite ci-dessus a ete coupe par EcoRI traite 
par la polymerase de Klenow et le fragment resultant 
10 de la recoupure par Hind III isole. Ces deux fragments 
ont ete mis en ligation en presence de pUC 19 coupe 
par Hind III. Un des clones resultant presente la struc- 
ture suivante : promoteur histone/zone codant pour le 
peptide de transit de ia PSU de RuBisCO de tourne- 
15 sol/zone codant pour 30 acides amines de ia partie 
mature de ia PSU de ia RuBisCO de tournesoi/zone 
- codant r>cur 3 acides amines correspondant au linker 
intermediaire/zone codant pour AroA. 

Ce clone a ete coupe par Sal I, traite par la poly- 
pe merase de Kienow. puis apres recoupure par Hind III 
ie fragmen: isole a ete ligature avec <e piasrtice 
contenant ia zone de poiyadenyiation coupe car Bam 
HI. traite par la polymerase de Klenow. puis recouDe 
par Hind III. 

25 Un des clones resultant presente la structure sui- 

vante : promoteur histone/zone codant pour le pepti- 
de de transit de la PSU de RuBisCO de tournesol/ 
zone codant pour 30 acides amines de la partie ma- 
ture de RuBisCO de tournesol/zone codant pour 3 aci- 

30 des amines correspondant au linker intermediate/ 
zone codant pour AroA/nos3\ 

Le plasmide ci-dessus a ete linearise par Hind III 
et insere au site unique Hind 111 du vecteur pRPA-BL 
127 constant de la facon suivante : le vecteur pCGN 

35 1 152 possedant un gene de resistance d I'hygromy- 
cine sous contrdle du gene de la mannopine synthase 
et du terminateur du gene Tml (foumi par Calgene) a 
ete digere par Hind III et religature sur lui meme, 
conduisant & la creation d'un site unique de cionage 

40 Hind III. 

Un des clones resultant comporte la fusion trans- 
criptionnelie suivante en partant de la bordure gauche 
de I'ADN-T du plasmide pRPA-BL 127 : promoteur 
histone/zone de transit de PSU de RuBisCO de tour- 

45 nesol/AroA/nos3' et a ete nomme pRPA-BL-240. 

C) Duplication du promoteur d'histone (= promoteur 
double histone). 

so Le promoteur histone H4 dans pUC 19 decrit ci- 

dessus a ete dirige par Ndel, traite par la polymerase 
de Klenow, puis recoupe par Hind III. Le fragment eli- 
mine a ete substitue par un fragment Hind 111 - EcoRV 
purrfie par digestion du plasmide portant le promoteur 

55 histone H4. Un des clones obtenu a la structure sui- 
vante : zone 5' du promoteur H4 de Hind III a Nde I 
de 530 pb, zone dupliquee correspondant d deux frag- 
ments de 330 pb de Ndel d EcoRV directement repe- 
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tes. zone 3* tiu promoteur H4 de EcoRV a EcoRI de 
140 pb. 

Le fragment Hind MI-EcoRI contenant le promo- 
teur double histone a ete substitue au fragment Hind 
HI-EcoRI contenant le double CaMV de pRPA-BL 
410. Le clone resultant contienfdouble promoteur 
histone/peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de toumesol/sequence de 22 acides amines de la 
PSU de la RuBisCO de mais/peptide de transit de 
maTs/gene AroA/nos" et a ete nomme pRPA-BL 488. 

D) Promoteur hybride double CaMV/histone: 

Le Dromoteur histone H4 A748.dans la cassette 
Hindlll-EcoRI decrite chdessus(promoteur histone 
simpie H4 A74S).esi couoe Accl.traite & la polymera- 
se de Kienow ouis couoe EcoRI.Le fragment resultant 
de 580pb est iigature avec ie promoteur doubie CaMV 
coupe EcoRV -EcoRi.^e aone resultant comorenani 
la fusion dcusie CaMV partie 3' du promoteur histone 
est couoe Hmdllt-EcoRi e: substitue au frag men: Hin- 
dlll-EcoRI de dR d A-BL 41 0 comprenant ie aoubie 
CaMV. La construction resultants comprend a pro- 
moteur doubie CaMV/ partie 3' promoteur histo- 
ne/peptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
toumesol/sequence de 22 acides amines de la PSU 
de la RuBisCO de maTs/peptide de transit de la PSU 
de la RuBisCO de maTs/gene AroA/nos" et a ete nom- 
me pRPA-BL 502. 

EXEMPLE 2:RESISTANCE DES PLANTES 
TRANSFORMEES 

^Transformation: 

Le vecteur est introduit dans la souche non onco- 
gene d'Agrobacterium EHA 101 (Hood etal,1987)por- 
teuse du cosmide pTVK 291(Komari et al, 1986). La 
technique de transformation est basee sur la proce- 
dure de Horsh et al(1985). 

2° Regeneration: 

La regeneration du tabac PBD6(provenance SEI- 
TA France) a partir d'explants foliaires est real is ee sur 
un milieu de base Murashige et Skoog(MS) compre- 
nant 30g/l de saccharose ainsi que 200ug/ml de ka- 
namycine.Les explants foliaires sont preleves sur des 
plants en serre ou in vitro et transformes selon la tech- 
nique des disques foliaires(Science 1985, Vol 
227,p. 1229-1231) en trois etapes successives:la pre- 
miere comprend reduction des pousses sur un milieu 
MS additionne de 30g de saccharose contenant 
0.05mg decide naphtylacetique (ANA) et 2 mg/l de 
benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les pous- 
ses formees au cours de cette etape sont ensuite de- 
veloppees par culture sur un milieu MS additionne de 
30 g/l de saccharose mais ne contenant pas d'hormo- 



ne.pendant 10 jours.Puis on preleve des pousses de- 
veloppees et on les cultive sur un milieu d'enracine- 
ment MS ditue au demi a teneur moitie en sels, 
vitamines et sucres et ne contenant pas d'hormo- 
5 ne Au bout d'environ 1 5 jours.les pousses enracinees 
sont passees en terre. Des plants de tabac PBD6 non 
transformes ont ete pris au meme stade a titre de te- 
moins. 

10 3° Mesure de la tolerance au glyphosate: 

les meilleurs plantes issues de la regeneration 
des tabacs transformes sont selectionnees en serre 
apres traitement des plantes.au stade 5 feuilles par 

is pulverisation avec une suspension aqueuse de gly- 
phosate a une dose correspondant a 0,6kg/ha de ma- 
. tiere active.Les plantes selectionnees ont ete 
autofecondees et les graines semees sur milieu MS 
additionne de 30g/l de sucrose et 200microg/ml de 

20 kanamycine.Les graines issues de plantes presen- 
tant un ratio oe segregation de 3/4de plantes resistarv 
tes- 1/4 de plantes sensibles ont ete conservees .Une 
analyse par hybridation molecuiaire a permis de de- 
terminer les plantes n'ayant integre qu'une copie de 

25 I'ADN-T.Par croisement et selection.ces plantes ont 
ete amenees a I'etat heterozygotes ou homozygo- 
tes.Ces plantes ont ete semees en conditions naturel- 
les de plein champ et pulverisees au stade 5 feuilles 
avec une dose de 0,8kg/ha de glyphosate (Round 

so Up).Les resultats correspondants a I'observation d'in- 
dices de phytotoxicite releves au bout de 30 jours 
apres le traitement. Dans ces conditions on constate 
que les plants transformes par les constructions pre- 
sented une tolerance acceptable (pRPA-BL 240 et 

35 410) voire bonne (pRPA-BL 488 et 502) alors que les 
plants temoins sont completement detruits; 

Ces resultats montrent clairement ramelioration 
apportee par utilisation d'un gene chimere selon I'in- 
vention pour un meme gene codant pour la tolerance 

40 au glyphosate. 

Les plantes transformees selon I'invention peu- 
vent etre utilisees comme parents pour robtention de 
lignees et d'hybrides ayant une tolerance accrue au 
glyphosate. 

45 

Exemple 3 

Des colzas de printemps, cultivar Westar, resis- 
tant au glyphosate, ont ete obtenus en utilisant la 

so technique de BOULTER et al., 1990 (Plant Science, 
70: 91-99) avec les constructions pRPA-BL488 (dH- 
At-PTO-aroA-nos). pRPA-BL 502 (CaMV/H-At-PTO- 
aroA-nos). Ces plantes ont resist6 a un traitement en 
serre au glyphosate a 400 g m.a7ha, traitement qui 

55 detruit les plantes non transgeniques. 
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Revendications 

1) Sequence ADN pouvant servir de zone promo- 
trice dans un g6ne chime re utilisable pour fa transfor- 
mation des plantes. caracterisee en ce qu'elle s 
comprend ,dans le sens de ta transcription.au moins 

un promoteur ou un fragment de promoteur d'un g6ne 
vegetal d'histone permettant I'expression de ta proli- 
ne de tolerance herbicide dans les zones d'accumu- 
lation dudit herbicide. 10 

2) Sequence ADN selon la revendication 1, ca- 
racterise en ce que ie promoteur d'histone provient 
dune piante dicotyledone. 

3) Sequence AON selon fa revendication 1. ca- 
racterise en ce que le promoteur d'histone provient is 
d'Arabidopsis thaliana . 

4) Sequence ADN selon la revendication 1, ca- 
racterise en ce que le promoteur d'histone provient 
d'une piante monocotyiedone. 

5) Sequence ADN selon la revendication 3, ca- 2C 
racterise en ce que ie promoteur d'histone est un pro- 
moteur h4. 

6) Sequence ADN selon Tune des revendications 
1 a 5. caracterise en ce que la zone promo trice 
comprend un promoteur d'histone double. 25 

7) Sequence ADN selon Tune des revendications 
12 5, caracterise en ce que la zone promotrice 
comprend un promoteur d'histone associe 2 un pro- 
moteur different issu d'un gene pouvant s'exprimer 
naturellement dans les plantes. 30 

8) Gene chimere pour conferer aux plantes une 
tolerance accrue vis 2 vis d'un herbicide .compre- 
nant, dans le sens de la transcription, une zone pro- 
motrice, une zone peptide de transit.une sequence 
codante pour la tolerance 2 ('herbicide et une zone si- 35 
gnal de polyadenyiation, caracterise en ce que la zone 
promotrice comporte une sequence selon Tune des 
revendications 1 2 7. 

9) Gene chimere selon la revendication 8, carac- 
terise en ce que ('herbicide est le glyphosate. 40 

10) G6ne chimere selon I'une des revendications 
8 ou 9, caracterise en ce que ('herbicide a pour cible 
I'EPSPS. 

11) Gene chimere selon Tune des revendications 

8 2 10,caracterise en ce que la sequence codante de 45 
la tolerance au glyphosate est d'origine bacterienne. 

12) Gene chimere selon I'une des revendications 
8 210, caracterise en ce que la sequence codante de 
la tolerance au glyphosate est d'origine veg6ta!e. 

13) Gene chimere selon I'une des revendications so 
8 212, caracterise en ce que la zone peptide de transit 
comprend, dans le sens de la transcription, au moins 

une sequence ADN codant pour un peptide de transit 
d'un gene vegetal codant pour une enzyme 2 locali- 
sation plasttdiale, eventuellement une partie de s6- 55 
quence de la partie mature N terminale d'un gene 
vegetal codant pour une enzyme 2 localisation plas- 
ttdiale, puis Eventuellement une sequence ADN co- 



dant pour un second peptide de transit d'un gene ve- 
getal codant pour une enzyme 2 localisation plastidia- 
le. 

14) Vecteur pour la transformation des plantes, 
caracterise en ce qu'il comprend un gene chimere se- 
lon Tune des revendications 8 2 13. 

15) Agrobacterium sp. caracterise en ce qu'elle 
contient un vecteur selon la revendication 14. 

16) Cellule vegetale transform6e, caracterisee en 
ce qu'elle contient un gene chimere selon I'une des 
revendications 10 2 14. 

17) Piante transformee de tolerance herbicide 
ameiioree ,caracterisee en ce qu'elle a ete obtenue 2 
partir d'une cellule selon la revendication 16. 

18) Piante selon la revendication 17 caracterisee 
en ce qu'elle est une dicotyledone. 

19) Piante selon la revendication 17 caracterisee 
en ce qu'elle est une monocotyiedone 

20) Precede de construction d un gene chimere 
selon I'une des revendications 8 a IS.caractense en 
ce qu on isoie respectivement un promoteur d'histone 
selon Tune des revendications 1 a 5. au moins une 
zone de peptide de transit ainsi qu'au moins une se- 
quence codant pour la tolerance herbicide et une 
zone signal de polyadenytation appropriee et que en- 
suite on les assemble dans le sens de la transcription 
du gene de tolerance. 
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